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REFERAT 
An der Spitze der Morbiditäts - und Mortalitätsstatistik steht weltweit das 
Metabolische Syndrom, bestehend aus androider Adipositas, pathologischer 
Glukosetoleranz, Dyslipidämie und arterieller Hypertonie, verbunden mit einer 
erhöhten Inzidenz atherosklerotischer Gefäßerkrankungen. Der Replikationsinitiator 
1 (Repin1) wurde kürzlich als mögliches Kandidatengen für Adipositas sowie damit 
verbundene metabolische Funktionsstörungen in kongenen sowie subkongenen 
Rattenstämmen identifiziert. Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von Repin1 auf den 
Fettzellstoffwechsel zu untersuchen. Hierfür wurde die Expression von Repin1 in 3T3–
L1 Präadipozyten und differenzierten 3T3-L1 Adipozyten mittels siRNA Technologie 
stark vermindert, um so auf mögliche Funktionen des Proteins schließen zu können. 
Nachfolgend wurden Veränderungen des Zellstoffwechsels mittels Glukosetransport, 
Palmitataufnahme sowie Triglyceridgehalt der Adipozyten untersucht.  
Repin1 wird in der 3T3-L1 Zelllinie exprimiert und zeigt eine steigende Expression 
während der Adipogenese. Der Knockdown von Repin1 resultierte in kleineren 
Fettzellen mit geringerer basaler, jedoch verstärkter insulinstimulierter 
Glukoseaufnahme. Auch der Fettstoffwechsel zeigte sich alteriert: Neben einer 
reduzierten Palmitataufnahme war die Expression verschiedener Schlüsselgene der 
Fetttropfenfusion, des Glukose-sowie des Fetttransportes verändert. 
Fazit: Repin1 reguliert die Expression von Genen, die eine Rolle bei der Festlegung der 
Fettzellgröße und des basalen und Insulin-stimulierten Glukosetransports in 
Adipozyten spielen. 
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I. Einleitung - Das Metabolische Syndrom 
A. Definition und Prävalenz 
Das Zusammentreffen mehrerer kardiovaskulärer Risikofaktoren wird unter dem 
Oberbegriff des Metabolischen Syndroms (MetS) zusammengefast. Dieses ist in den 
letzten Jahren, auf Grund weltweit steigender Prävalenz, verbunden mit einer 
erhöhten krankheitsassoziierten Mortalität (Grundy et al., 2005; Muntner et al., 
2004) in den Fokus klinischer sowie wissenschaftlicher Grundlagenforschung gerückt. 
Angaben über die genaue Prävalenz sowie Epidemiologie wurden bislang durch eine 
fehlende Konsensusdefinition erschwert. Anerkannte Kriterien des MetS umfassen 
eine viszerale Adipositas mit erhöhtem Taillenumfang, Hypertriglyceridämie, 
Dyslipidämie, Hypertension sowie eine gestörte Glukosetoleranz. Sie bilden die Basis 
der Definition dreier anerkannter internationaler Gremien: des National Cholesterol 
Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel III (ATPIII)(2001), der International 
Diabetes Federation (IDF) (Alberti et al., 2006) sowie der World Health Organization 
(WHO) (Alberti and Zimmet, 1998). Während die WHO die Insulinresistenz als 
pathogenetischer Faktor in der Definition des Metabolischen Syndroms betont, sieht 
die IDF das Vorhandensein einer abdominellen Adipositas als zentralen Punkt des 
Syndroms an. Zur Schaffung einer Konsensusdefinition erfolgte 2009 ein Treffen 
verschiedener internationaler Fachgesellschaften. Hierbei wurde festgelegt, dass ein 
MetS dann vorliegt, wenn drei der aufgeführten fünf Kriterien erfüllt sind (Alberti et 
al., 2009)(s. Tabelle 1). 
Die Eigenständigkeit des Syndroms ist durchaus umstritten. Einige Expertengruppen 
bezweifeln eine gemeinsam zugrunde liegende Pathophysiologie der 
Einzelkomponenten und raten vom Gebrauch des Krankheitsbegriffes „Metabolisches 
Syndrom“ ab (Kahn et al., 2005). 
Die kürzlich in Südeuropa durchgeführte Studie Pressioni Arteriose Monitorate E Loro 
Associazioni (PAMELA) schätzte die Prävalenz, je nach zugrunde liegender Definition 
zwischen 16.1% bis 22.5% (Mancia et al., 2007), wobei eine zunehmende Inzidenz mit 
steigendem Alter beobachtet werden kann (Meigs et al., 2003; Muntner et al., 2004).  
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Tabelle 1: Kriterien zur Stellung der klinischen Diagnose eines Metabolischen Syndroms, modifiziert nach 
(Alberti and Zimmet, 1998) 
Kriterium Grenzwerte 
Erhöhter Taillenumfang Populations – und Länderspezifisch 
Erhöhte Triglycerid-Werte⋆ > 150 mg/dL (1.7mmol/L) 
Erniedrigtes HDL-Cholesterin ⋆ Männer < 40 mg/dL (1.0mmol/L), 
Frauen < 50 mg/dL (1.3mmol/L) 
Bluthochdruck ⋆ systolisch >130 mmHg und/oder  
diastolisch > 85 mmHg 
Erhöhter Nüchternblutzuckerspiegel ⋆ ≥ 100mg/dL 
 ⋆alternatives Kriterium: laufende medikamentöse Therapie zur Senkung des jeweiligen 
Wertes 
 
B. Klinische Relevanz 
Die klinische Relevanz des metabolischen Syndroms erklärt sich vor allem durch ein 
gehäuftes Auftreten von Folgekrankheiten. Das relative Risiko, eine koronare 
Herzkrankheit bzw. einen Herzinfarkt zu erleiden, wird bei Patienten mit einem MetS 
um das 3,0- bzw. 2,6-fache erhöht (1999; Torgerson et al., 2004). Im Vergleich zu 
Patienten ohne MetS, steigt die Gefahr an einem Diabetes mellitus-Typ 2 (DM2) zu 
erkranken auf das 5-fache an (Ford et al., 2008; Grundy, 2006). Bis zu 90% der 
Patienten entwickeln eine Form der nichtalkoholischen Leberverfettung 
(Bloomgarden, 2005). Die weitere Liste der mit einem MetS assoziierten Krankheiten 
ist lang und umfasst neben dem Hypogonadismus (Chen et al., 2006; Corona et al., 
2007) das Syndrom des polyzystischen Ovars (Ehrmann et al., 2006), das obstruktive 
Schlaf–Apnoe Syndrom (Gami and Somers, 2004; Parish et al., 2007) sowie ein 
gehäuftes Auftreten mikrovaskulärer Erkrankungen, als durch den DM2 alleine 
erklärbar wären (2007; Rashidi et al., 2007). 
Aktuelle Studien schätzen die volkswirtschaftlichen Kosten zur Behandlung der 
Adipositas sowie ihrer Folgekrankheiten auf über 9 Milliarden Euro jährlich 
(Konnopka et al., 2010). 
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C Pathophysiologie  
Das gehäufte gemeinsame Auftreten der einzelnen Teilsymptome impliziert das 
Vorhandensein eines gemeinsamen pathogenetischen Hintergrundes. Bis zum 
heutigen Zeitpunkt bleiben die zu Grunde liegenden Beziehungen zwischen den 
einzelnen Symptomen des MetS jedoch unvollständig geklärt. Einen besonderen 
Stellenwert in der Pathophysiologie wird insbesondere der viszeralen Adipositas 
sowie der Insulinresistenz zugesprochen (Alberti et al., 2006). 
Die häufigste Ursache der Adipositas ist eine erhöhte Nahrungszufuhr bei 
gleichzeitigem Bewegungsmangel. Die nicht verbrauchte Energie wird in Form von 
Triacylglycerol (TAG) zu 95% im weißen Fettgewebe gespeichert (Coppack et al., 
1994). Die Rezeptor–vermittelten Aufnahme erfolgt über mehrere 
Fettsäuretransporter wie CD36, FATP (fatty acid transporter protein) und ADRP (fatty 
acid binding protein) (Schaffer and Lodish, 1994; Abumrad et al., 1993; Isola et al., 
1995). Die TAGs werden im Zytoplasma der Fettzelle in Form neutraler Lipide 
gespeichert. Bei den Lipidtropfen handelt es sich um dynamische Organelle, die 
einem ständigen An – und Abbau unterliegen. Die Fusion von kleineren zu größeren 
Fetttropfen werden durch eine Reihe von Proteinen katalysiert: NSF (N-
ethylmaleimide-sensitivefactor), α-SNAP (soluble NSF attachment protein) und der 
SNARE- Familie (SNAP receptors), bestehend aus SNAP23 (synaptosomal-associated 
protein of 23 kDa), syntaxin-5 und VAMP4 (vesicle-associated membrane protein 
4)(Bostrom et al., 2007).  
 
C.1 Viszerale Adipositas und Insulinresistenz als Grundlage des MetS 
Das weiße Fettgewebe des Menschen unterscheidet man in ein unter der Haut 
gelegenes, subkutanes und ein um die Organe gelegenes viszerales Fettgewebe. 
Während das subkutane Fettgewebe vorwiegend als Speicherorgan gilt, konnte in 
den letzten Jahren gezeigt werden, dass es sich bei dem viszeralen Gewebe um ein 
endokrin bzw. metabolisch aktives Organ handelt (Cornier et al., 2008; Tarquini et al., 
2007). Hierbei korreliert vor allem die viszerale Fettmasse mit der Insulinresistenz 
und einem gestörten Glukosehaushalt der Zelle (Bacha et al., 2003; Ross et al., 2002).
  (LQOHLWXQJ–?'DVPHWDEROLVFKH6\QGURP
  4 
Ein einfaches Maß zur Beurteilung des viszeralen Fettdepots ist die Messung des 
Taillenumfangs (Lean et al., 1995). Misst dieser ≥ 88 cm (Frauen) bzw. ≥ 102 cm 
(Männer), so ist mit einem erhöhten Risiko von o.g. kardiovaskulären Risikofaktoren 
zu rechnen (Han et al., 1997). 
In einem in der Zeitschrift Nature 2006 veröffentlichtem Review Artikel wurden drei 
verschiedene Mechanismen vorgestellt, die eine Beziehung zwischen viszeraler 
Adipositas, Insulinresistenz sowie dem MetS herstellen (Despres and Lemieux, 2006). 
Die Mechanismen werden im Folgenden vorgestellt. 
 
 
Abbildung 1A – C: Pathophysiologie des Metabolisches Syndrom, modifiziert nach (Despres et al., 
2008). Mögliche Mechanismen der Verknüpfung von viszeraler Adipositas und Insulinresistenz mit 
weiteren Aspekten des Metabolischen Syndroms.  
 
C1.1 Die Theorie der freien Fettsäuren 
Eine erste Theorie stellt die hypertrophierten, viszeralen Adipozyten in den 
Mittelpunkt der Erkrankung (s. Abb. 1 - A). Diese sind durch eine übermäßige, von 
Insulin nicht beeinflussbaren Lipolyse gekennzeichnet (Mauriege et al., 1995; 
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Mittelman et al., 2002). In der Folge wird die Leber einem übermäßigen Angebot an 
freien Fettsäuren (FFS) ausgesetzt. Diese baut die FFS in Lipoproteine ein, was klinisch 
zu einer Hypertriglyzeridamie und zu einem niedrigen HDL-Cholesterin führt (Wirth,  
2006). Hohe Konzentrationen an FFS hemmen die Glukoseverwertung in der 
Muskulatur und regen die Glukoseproduktion der Leber an. Die Folge ist eine gestörte 
hepatische Glukosetoleranz (Despres and Lemieux, 2006). 
In einem Experiment an überfütterten Hunden mit viszeraler Adipositas konnten 
signifikant höhere Spiegel an FFS nachgewiesen werden. Da die Hunde eine 
hepatische Insulinresistenz entwickelten, schlossen die Autoren auf eine mögliche 
direkte Stimulation der Insulinsekretion durch die FFS und damit in der Ätiologie der 
Insulinresistenz (Bergman et al., 2006). 
 
C 1.2 Die Fehlfunktion des Fettgewebes als Grundlage des MetS 
Eine weitere Hypothese zur Pathophysiologie des MetS beschäftigt sich mit dem 
Fettgewebe, welches als endokrines Organ neben inflammatorischen Molekülen auch 
Adipokine wie Adiponektin, Leptin sowie Resistin sezerniert (s. Abb. 1 - B). Eine 
exzessive Speicherung viszeralen Fettgewebes resultiert laut dieser Hypothese in 
einer dysregulierten Adipozytenfunktion. 
Bei Fettleibigen wurde neben einer Infiltration des Fettgewebes mit Makrophagen 
auch ein erhöhter Spiegel der entzündungsfördernden Zytokine IL 6, TNFα sowie CRP 
gefunden, die bei Adipositas einen proinflammatorischen Status unterhalten (Despres 
and Lemieux, 2006; Mauriege et al., 1995; Weisberg et al., 2003; Yudkin et al., 1999). 
Während TNFα direkt die Insulinwirkung durch Phosphorilierung des Insulinrezeptors 
reduziert (Hotamisligil, 2000), hemmt IL6 die Bildung von Glukosetransportern und 
damit möglicherweise auch die Glukoseverwertung (Wirth 2006). Während hohe 
CRP- Plasmaspiegel positiv mit dem Herzinfarktrisiko korrelieren (Lemieux et al., 
2001), konnte kürzlich gezeigt werden, dass hohe Adiponektinspiegel das 
Herzinfarktrisiko senken (Pischon et al., 2004). Adiponektin wird hauptsächlich von 
Adipozyten produziert und sezerniert (Behre, 2007). Im Gegensatz zu den 
proinflammatorischen Zytokinen wird Adiponektin mit Zunahme des Fettgewebes 
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allerdings vermindert sezerniert. Es besitzt einen vasodilatatorischen und 
antiatherogenen Effekt auf die Gefäße (Bruun et al., 2003; Matsuzawa, 2006; Tilg and 
Moschen, 2008). Weiterhin erhöht es die Insulinsensitivität und hemmt den 
Sympathikus, so dass ein Mangel dieses Hormons bei Adipositas eine Insulinresistenz 
sowie die Ausbildung eines MetS verstärken könnte (Rabe et al., 2008).  
 
C 1.3 Die Overflow-Hypothese der ektopen Fettspeicherung 
Die letzte Hypothese bezieht das weiße Fettgewebe als Speicherorgan ein (Lemieux, 
2004) (s. Abb. 1 - C). Hierbei wird überschüssige Energie in Form von Triglyceriden 
zuerst im subkutanen Fettgewebe gespeichert. Reicht diese Speicherkapazität nicht 
aus, dann kommt es zu einem „Overflow“ von Fett mit Ablagerung in hierfür nicht 
vorgesehene Zellen der Leber, des Skelettmuskel, des Herzen und des Pankreas - ein 
Phänomen, das als ektope Lipidakkumulation bezeichnet wird (Miranda et al., 2005). 
Die intrazelluläre Lipidablagerung resultiert laut der These der Lipotoxizität in einer 
Funktionsstörung der betroffenen Zellen (McGarry, 2002; Unger, 2002). Diese 
Hypothese unterstützen Untersuchungen an genetisch veränderten Mäusen, die auf 
Grund der Expression des A-ZIP/F-1 Proteins kein Fettgewebe aufweisen. Die Mäuse 
zeigten eine Leber- und Muskelinsulinresistenz, die interessanterweise durch 
operative Einbringung von Fettgewebe verbessert werden konnte (Gavrilova et al., 
2000; Kim et al., 2000). 
Es existiert kein einheitliches Modell zur Pathophysiologie des MetS. Es scheinen 
mehrere Phänomene involviert zu sein, die wahrscheinlich durch ein Zusammenspiel 
krankheitsbestimmend wirken.  
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D Exogene und genetische Faktoren 
 
So facettenreich wie die Pathogenese, stellt sich auch der kontrovers diskutierte 
genetische Aspekt des MetS dar. Es wird von der Beteiligung einer großen Anzahl an 
Genen ausgegangen, bei der der Einfluss eines einzelnen Allels gering ist und eine 
Manifestation erst durch synergistische Interaktion mehrerer 
krankheitsbestimmender Allele im Zusammenspiel mit Umweltfaktoren entsteht 
(Andreassi and Botto, 2003). Eine Ausnahme bilden einzelne bekannte, monogen 
vererbte Varianten des MetS (Teran-Garcia and Bouchard, 2007). Ein Beispiel hierfür 
stellen die Lipiddystrophien dar, die durch ein vermindertes bis fehlendes 
Fettgewebe Betroffener charakterisiert sind. Konsekutiv kann eine ektope 
Fettspeicherung in viszeralen Organen beobachtet werden, die mit einer 
Insulinresistenz, Dyslipidämie, Bluthochdruck sowie DM2 vergesellschaftet ist 
(Agarwal and Garg, 2006). Je nach Variante sind neben Mutation in den an der 
Adipogenese beteiligten Proteinen Laminin A und PPARγ, Gendefekte der 
Insulinkaskade (AKT2 – Genort) beschrieben worden (Agarwal and Garg, 2006). Trotz 
ihrer Seltenheit weisen diese Mutationen auf die zentrale Rolle der genannten 
Proteine in der Pathogenese des MetS hin (Teran-Garcia and Bouchard, 2007).  
Anerkannte exogene Faktoren, die mit einem erhöhten Risiko der Ausbildung eines 
MetS korrelieren, sind der Fettgehalt der Nahrung, Adipositas, Rauchen sowie 
Alkoholgenuss (Cooper, 2003; Doll and Hill, 1966; Ginsberg et al., 1998; Savolainen 
and Kesaniemi, 1995). Während Aktiv- oder Passivrauchen das Risiko an einem MetS 
zu erkranken bei adipösen Jugendlichen um das Vierfache erhöht (McNamara and 
FitzGerald, 2001), wird moderatem Alkoholkonsum eine Risikoreduktion für die 
Manifestation diverser Krankheiten inklusive dem MetS nachgesagt (Baik and Shin, 
2008; Doll et al., 1997; Wei et al., 2000). 
Während die genetische Determinante für das MetS umstritten ist, zeigt sich die 
Heredität der Teilsymptome evidenter (Teran-Garcia and Bouchard, 2007). Die 
Vererbbarkeit viszeraler Adipositas liegt je nach hinzugezogener Studie zwischen 40-
55%, die des DMII wird mit bis zu 90% angegeben (Bouchard, 1995).
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Eine Möglichkeit zur Untersuchung der komplexen Regulation metabolischer 
Funktionen stellen Tiermodelle dar, die auf Grund von Zucht ein dem Menschen 
ähnliches Krankheitssymptom manifestieren. Vor einigen Jahren konnte auf diesem 
Weg der Quantitative Trait Locus (QTL) für Serumtriglyceride, Gesamtcholesterol, 
Körpergewicht sowie Seruminsulinspiegel auf dem Chromosom 4 nachgewiesen 
werden (Klimes et al., 2003; Kovacs et al., 1998). 2007 gelang es Klöting et al. das 
Kandidatengen Repin1 innerhalb dieses QTLs auf Chromosom 4 zu identifizieren 
(Kloting et al., 2007). Hierbei konnte eine positive Assoziation zwischen einem Triplet 





E. Der Replikationsintitator 1 
2007 gelang es Klöting et al. das neue Kandidatengen Repin1 für die Ausbildung eines 
MetS innerhalb des QTLs für Körpergewicht, Serumtriglyceride, Gesamtcholesterol, 
sowie Seruminsulinspiegel auf dem Rattenchromosom 4 zu identifizieren (Kloting et 
al., 2007). Die Relevanz dieses QTLs konnte durch Inzucht kongener sowie 
subkongener Rattenstämmen bestätigt werden: diese entwickelten ein komplettes, 
polygenetisch vererbtes MetS (van den et al., 2000; van den et al., 2002). Repin1 
weist einen SNP (449 C/T) in der kodierenden, sowie einen Triplet-Repeat (TTT) in der 
3‘ untranslatierten Region auf (Kloting et al., 2007). Obgleich Repin1 in den meisten 
Geweben exprimiert wird, zeigen sich die höchsten Werte in der Leber sowie dem 
viszeralen Fettgewebe (Kloting et al., 2007). 
Im Tierexperiment variierte die Länge des Triplet Repeat der untersuchten 
Rattenstämme, wobei eine zunehmende Repeat – Länge sich neben anderen 
Merkmalen des metabolischen Syndroms signifikant auf ihr Körpergewicht auswirkte 
(Kloting et al., 2007). 
Mit steigender Anzahl der Triplet Repeats stieg auch die Repin1 – Expression in der 
Leber der Tiere und mit ihr auch das VLDL -Cholesterol und das Seruminsulin (s. 
Tabelle 2). 
Der Replikationsinitiator 1 wurde erstmals 1990 als Replikationsinitiations – Region 
Protein 60 kDA (RIP60) entdeckt (Dailey et al., 1990). Repin1/RIP60 ist ein 
polydaktyles Zinkfingerprotein, dessen 15 C2H2 - Zinkfingermotive in drei Cluster 
aufgeteilt sind: Z1 – Z3, diese werden ubiquitär exprimiert (Houchens et al., 2000). 
Repin1 fungiert als spezifisches DNA – bindendes und - biegendes Protein, welches 
verstärkend auf die Replikation des Dihydrofolatgens des chinesischen Hamsters 
wirkt (Caddle et al., 1990). In Plasmidreplikationsassays konnte Repin1 eine geringe 
replikationsfördernde Wirkung nachgewiesen werden, so dass die Autoren vermuten, 
dass er als akzessorischer Faktor in der Identifikation des Replikationsstartpunktes 





Tabelle 2. Phänotyp der Ratten (Mittelwert ± Standardabweichung) basierend auf TTT Länge sowie Korrelation 
der TTT Länge mit dem Phänotyp nach (Kloting et al., 2007). 
  TTT Repeat Länge    
Merkmal 
 
5 (n = 12) 7 (n = 36) 9 (n = 24) 11 (n = 12) Sign. R 
Körpergewicht (g) 370 ± 20 334 ± 33 451 ± 27 476 ± 30 p < 0.001 0.77*** 
Blutzucker (mg%) 91 ± 9 98 ± 17 94 ± 16 97 ± 15 p < 0.05 0.04 
Seruminsulin (ng/ml) 0.92 ± 0.6 0.87 ± 0.7 1.8 ± 1.7 3.7 ± 1.5 p < 0.001 0.61*** 
Serumleptin (ng/ml) 6.0 ± 1.3 4.2 ± 1.5 7.5 ± 1.9 12.0 ± 2.4 p < 0.001 0.75*** 
Triglyceride (mmol/l) 1.0 ± 0.2 1.4 ± 0.7 2.4 ± 0.8 3.1 ± 0.7 p < 0.001 0.70*** 
Cholesterol (mmol/l) 2.1 ± 0.2 2.0 ± 0.6 2.8 ± 0.4 2.9 ± 0.4 p < 0.001 0.57** 
HDL (mmol/l) 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.6 2.3 ± 0.3 2.3 ± 0.3 p < 0.001 0.50** 
LDL (mmol/l) 0.30 ± 0.07 0.23 ± 0.13 0.22 ± 0.08 0.14 ± 0.06 p < 0.003 − 0.36 






F. Zielstellung der Arbeit 
Bis zum heutigen Zeitpunkt ist die Funktion von Repin1 nicht geklärt. Der Großteil der 
bisher nur acht Veröffentlichungen zu Repin 1 widmet sich der strukturellen Analyse 
und Bindungsaktivitäten (Altman and Fanning, 2004; Dailey et al., 1990; Houchens et 
al., 2000; Kloting et al., 2007; Mastrangelo et al., 1993; Montigny et al., 2001; Schroll 
and Heintz, 2004; Caddle et al., 1990). Wie bei den meisten sequenzierten 
polydaktylen Zinkfingerproteinen, ist die zelluläre Funktion von Repin1 noch 
weitgehend ungeklärt. 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist aus diesem Grund eine funktionell-physiologische 
Charakterisierung von Repin1 im Zellkulturexperiment. Hierfür wurde die murine 
Adipozytenzelllinie 3T3-L1 gewählt, die bezüglich ihrer Morphologie, der Expression 
lipogener und lipolytischer Enzyme sowie ihrer Reaktion auf hormonelle Stimuli 
weitreichende Charakteristika von Fettzellen aufweist. Neben der Frage des 
Einflusses von Repin1 auf die Adipogenese der Fettzelle, sollen mittels siRNA 
Technologie potentielle Zielgene im Fettsäure-, Lipid- und Glukosestoffwechsels der 
3T3-L1 untersucht werden. Das übergeordnete Ziel der Arbeit ist hierbei die 
Beantwortung der Frage, inwieweit Repin1 an der Ausbildung eines metabolischen 
Syndroms beteiligt sein könnte, um so einen Beitrag zum verbesserten Verständnis 
der Zusammenhänge zwischen Dysregulation des Fettgewebes und der Ausbildung 
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Hintergrund. An der Spitze der Morbiditäts- und Mortalitätsstatistik steht weltweit 
das Metabolische Syndrom bestehend aus androider Adipositas, pathologischer 
Glukosetoleranz, Dyslipidämie und arterieller Hypertonie, verbunden mit einer 
erhöhten Inzidenz atherosklerotischer Gefäßerkrankungen. In Deutschland wird die 
Prävalenz des metabolischen Syndroms in der Allgemeinbevölkerung derzeit auf 30% 
geschätzt. 
Ein mögliches Kandidatengen, welches an der Ausprägung einer Dyslipidämie, 
Insulinresistenz und/oder Adipositas beteiligt sein könnte, wurde in der 
Arbeitsgruppe von Prof. Blüher in Studien am Menschen sowie in einem 
Rattenmodell für das Metabolische Syndrom identifiziert. Dieses Zinkfingerprotein, 
der Replikation Initiator 1 oder kurz Repin1 zeigt eine hohe Expression in der Leber 
sowie im peripheren Fettgewebe und ist signifikant mit der Entwicklung einer 
viszeraler Adipositas und Dyslipidämie assoziiert (niedriges HDL-Cholesterin und 
erhöhte Triglyzeridspiegel). Die Wirkungsweise von Repin1 ist jedoch, wie die von 
vielen anderen polydaktylen Zinkfingerproteinen, unbekannt. Der Großteil der bisher 






Fragestellungen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war eine funktionell-physiologische 
Charakterisierung von Repin1 im Zellkulturexperiment. Hierbei wurden vordergründig 
folgende Fragestellungen bearbeitet:  
1. Wie wird Repin1 während der Adipogenese exprimiert? 
2. Besitzt Repin1 Zielgene im Fettsäure-, Lipid- und Glukosestoffwechsels der 
3T3 - L1 Zelle? 
Methode. Für die Zellkulturexperimente wurde ein murines in vitro Zellsystem, die 
Adipozytenzelllinie 3T3-L1 gewählt, die bezüglich ihrer Morphologie, der Expression 
lipogener und lipolytischer Enzyme sowie ihrer Reaktion auf hormonelle Stimuli 
weitreichende Charakteristika von Fettzellen aufweist. Die Präadipozyten (Tag 0) 
wurden bis zum Adipozyten (Tag 8) ausdifferenziert, wobei mindestens 90% der 
Zellen Fetttropfen aufwiesen. Täglich wurde die jeweilige Repin1 mRNA-Menge 
mittels RT-PCR ermittelt. 
Um mehr über die Funktion von Repin1 in der Fettzelle zu erfahren, erfolgte eine 
Repin1 mRNA Reduktion durch Elektroporation der Präadipozyten. Hierfür wurde die 
Repin1-siRNA und zum Vergleich eine non-targeting Kontroll-siRNA mittels 
Elektroporation in die Zellen eingebracht. Aus dem morphologischen sowie 
funktionellen Vergleich der elektroporierten Adipozyten konnte so indirekt auf die 
Funktion des Repin1 Genes geschlossen werden. Bis zur Ausdifferenzierung wurden 
täglich Zellaliquote entnommen und mittels RT-PCR eine Quantifizierung von 
Zielgenen der Insulinkaskade, der Adipogenese sowie des Fettstoffwechsels 
durchgeführt. Die physiologischen Experimente erfolgten 8d nach siRNA Knockdown 
an ausdifferenzierten Adipozyten: der Glukosetransport wurde mittels basaler und 
insulinstimulierte Glukoseaufnahme, die Aufnahme freier Fettsäuren mit Hilfe von 14C 
markiertem Palmitat gemessen. Analog wurden am 8. Tag nach Repin1 mRNA 




immunhistochemisch, sowie reifer Fetttropfen mittels Oil Red O Färbung sichtbar 
gemacht.  
Ergebnisse. Repin1 wird in 3T3-L1 Adipozyten exprimiert und zeigt eine steigende 
mRNA Expression während der Adipogenese. Obgleich es in Präadipozyten kaum 
exprimiert wird, steigt der mRNA Gehalt signifikant ab Tag 4 auf über das Siebenfache 
seines Ausgangswertes an. Nach Verminderung des Repin1-Genproduktes durch 
siRNA konnte eine Reihe von Veränderungen beobachtet werden. Phänotypisch sah 
man stark veränderte Adipozyten mit verkleinerten Fetttropfen. Fettzellen, welche 
Lipidtropfen von über 5 µm Größe aufwiesen waren im Vergleich zu den Kontrollen 
(non–targeting siRNA elektroporierte Zellen) auf 15% vermindert. Eine erhöhte 
Apoptoserate als Folge der Elektroporation konnte hierbei durch ein TUNEL Assay 
ausgeschlossen werden. 
Zur Lipidsynthese stehen Fettzellen hauptsächlich zwei Mechanismen zur Verfügung. 
Einerseits können Triacylglycerole de novo synthetisiert werden, andererseits können 
diese durch aus dem Plasma aufgenommenen, freien Fettsäuren sowie Glukose 
gebildet werden. Die basale Glukoseaufnahme der Fettzelle wird hauptsächlich durch 
GLUT1 sichergestellt, während die insulinstimulierte Glukoseaufnahme vordergründig 
durch GLUT4 verläuft. Die Repin1 siRNA-behandelten Zellen wiesen sowohl eine um 
70% verringerte Aufnahme an freien Fettsäuren in Form von Palmitat, als auch eine 
verringerte basale Glukoseaufnahme auf. Als Korrelat des verminderten 
Palmitatuptakes zeigte sich auf molekularer Ebene der Fettsäuretransporter CD 36 
signifikant reduziert während andere Fettsäuretransporter in ihrer Expression 
unverändert blieben. Passend zur geringen basalen Glukoseaufnahme war die GLUT1 
mRNA Expression herunterreguliert. Nach Insulinstimulation nahmen die Repin1 
Knockout Zellen hingegen weitaus mehr Glukose auf, gleichzeitig konnte eine 
verstärkte Expression des insulinabhängigen Glukosetransporters GLUT4 
nachgewiesen werden. 
Die Effekte von Repin1 auf Zielgene der Adipogenese wurden durch mRNA 




Adipogenese benötigten Gene, insbesondere PPARγ, C/EBPδ sowie SREBP1 zeigten 
einzelne signifikante Expressionsveränderungen, waren jedoch über den Verlauf der 
Adipogenese größtenteils unverändert. Die Genprodukte von Pref-1, C/EBPα and 
C/EBPβ hingegen waren durch die Repin1 Depletion gänzlich unbeeinflusst. Da die 
Repin1 Knockout Zellen phänotypisch durch verkleinerte, nicht jedoch fehlende 
Fetttropfen auffielen, wurden die zur Fusion der Fetttropfen notwendigen 
Genprodukte der SNARE Familie untersucht. Hier fiel eine signifikant verringerte 
mRNA – Konzentration an VAMP4 und SNAP23 auf, Perilipin und Syntaxin5 hingegen 
blieben, genau wie die zur Fettsynthese notwendigen Lipasen (FASN, ATGL, LPL, HSL) 
unverändert. Eine erhöhte Lipolyse–Aktivität als Korrelat eines erhöhten 
Fetttropfenabbaus konnte nicht nachgewiesen werden. 
Schlussfolgerungen. Da Repin1 insbesondere von Tag 4 des 
Differenzierungsprogrammes an induziert wird, kann eine spezifische Funktion vor 
allem in der späten Phase der Adipogenese angenommen werden. 
Der Knockout von Repin1 führte zu Adipozyten, die im Gegensatz zu den Kontroll - 
3T3 – L1 Zellen durch kleinere Fetttropfen charakterisiert waren. Eine verstärkte 
Lipolyse oder eine gestörte Fettsäuresynthese als zugrunde liegende Ursache konnte 
hierbei nicht nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Phänotyp 
zumindest teilweise auf einer signifikanten Herunterregulation der löslichen SNARE 
Proteine VAMP4 und SNAP23 beruht. Bemerkenswerterweise erscheint diese 
Genregulation spezifisch, da weitere Lipidfusionsproteine wie Perilipin oder Syntaxin5 
von Repin1 nicht beeinflusst wurden. 
Funktionell zeichneten sich die Repin1 Knockout–Zellen durch eine signifikant 
reduzierte Aufnahme freier Fettsäuren sowie einem verminderten basalen Glukose-
uptake aus. Die verringerte Palmitataufnahme konnte zumindest teilweise durch eine 
Reduktion des scavenger Rezeptors CD36 erklärt werden, der als 
Fettsäurentranslokase fungiert. CD36-defiziente Mäuse weisen eine gestörte 




weißen Fettgewebes auf und haben erhöhte Plasmatriglyceridspiegel(Hajri et al., 
2002)(Hajri et al., 2002)(Hajri et al., 2002). Eine signifikante Assoziation zwischen dem 
Nüchterntriglyceridspiegel sowie dem Repin1 Genotyp konnte auch in vorhergehend 
untersuchten Rattenstämmen nachgewiesen werden. 
Die verminderte basale, bei erhöhter insulinstimulierter Glukoseaufnahme konnte 
durch die Veränderungen der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 erklärt werden. 
Die signifikant reduzierte GLUT1 Proteinexpression bei signifikant erhöhtem GLUT4 
Proteingehalt legen nahe, dass es sich bei den Glukosetransportern um potentielle 
Zielgene von Repin1 handelt. 
Die potentielle Rolle von Repin1 konnte als Resultat der vorliegenden Arbeit in der 
Regulation der Fetttropfen- sowie Adipozytenzellgröße identifiziert werden. Die 
Repin1 Expressionsreduktion im Fettgewebe könnte damit einen neuen 
therapeutischen Ansatz zur Bekämpfung der Fettzelldysfunktion sowie der ihr 





VI. Supplemental Materials 

A. Supplementary methods 
Cell culture. Mouse 3T3-L1 cells (American Type Culture Collection, Rockville, MD) were 
differentiated as previously described [5]. In brief, 24 hours after having reached confluency, 
preadipocytes were induced for three days in DMEM containing 25 mM glucose (DMEM-H), 
10 % FCS and 1 % antibiotics with 1µM insulin, 0.5 mM isobutylmethylxanthine and 0.1 µM 
dexamethasone. Following this period cells were differentiated for two days in DMEM-H 
supplemented with 1µM insulin and three days in DMEM-H with 10% FCS and antibiotics 
only. After differentiation process at least 90 % of the cells had accumulated lipid droplets. 
Oil red O staining. Oil Red O staining was conducted eight days after electroporation. Cells 
were rinsed in phosphate-buffered saline prior to fixing with 4 % paraformaldehyde for 
20 minutes. After removing the fixation agent and rinsing with redistilled water, cells were 
incubated in propylene glycol and Oil Red O stock solution (0.5 g Oil Red O in 100 ml 
propylene glycol) was applied for 7 minutes. Cells were washed 3 minutes with 85 % 
propylene glycol and in distilled water. Counterstaining of nuclei was performed with 
hematoxylin. For quantification, cells with lipid droplets > 5µm and a nuclei per 10 visual 
fields were counted.  
Electron microscopy. Mouse liver were washed twice in Hepes buffer, fixed in 2% 
glutaraldehyde (pH 7.3 in 0.1M cacodylate buffer) for 2 hours, and centrifuged for 10 
minutes at 800 x g rpm. The pellets were placed in gelatin and postfixed in ice-cold 1% OsO4 
for 2 hours. Samples were dehydrated through a graded series of acetone, en bloc 
contrasted with uranyl acetate and phosphotungstic acid, dehydrated through a graded 
series of acetone, and embedded in Durcupan (Fluka AG, Buchs, Switzerland). Semithin 
sections were stained with toluidine blue to determine orientation, and ultrathin sections 
were cut (Ultracut, Reichert-Jung, Germany), mounted on uncoated copper grids, and 
counterstained with Reynolds lead citrate. Observations of ultrathin sections were made 
with a Zeiss (Oberkochen, Germany) EM 900 electron microscope. For electron microscopy 
detection of Repin1 we used as secondary antibody the 10nm gold labeled EM Goat anti-





siRNA knockdown of 3T3-L1 cells. 3T3-L1 adipocytes were electroporated according to a 
previously reported procedure [6]. On the day of electroporation, semiconfluent 
preadipocytes or differentiated adipocytes were detached from cell culture plates with 
0.25 % trypsin and 0.02 % EDTA. Cells were washed twice with ice-cold PBS and resuspended 
in PBS prior to electroporation. Approximately 3x106 cells were resuspended in 0.4 ml of 
electroporation buffer (BioRad), mixed with either 5 nmol of repin1 siRNA (#SIO1399769, 
Qiagen, Hilden, Germany) or non-targeting siRNA duplexes (#SIO1043231, Flexi Tube siRNA 
from Qiagen, Germany, Hilden). The preadipocytes were electroporated at the setting of 
0.32 kV and 500 microfarads. Mature adipocytes were electroporated at the settings of 
0.18 kV and 960 microfarads using the Bio-Rad Gene Pulser Xcell electroporation system. 
Cells were immediately incubated with fresh media before reseeding onto multiple well 
plates for further analysis. Preadipocytes were induced 24 hours after electroporation and 
differentiated on basis of the cell culture protocol described. Uptake of glucose and palmitic 
acid was measured eight days after start of differentiation in case of the electroporated 
preadipocytes or 72 hours after electroporation of mature adipocytes. RNA was isolated 
every 24 h up to eight days following point of time of electroporation. 
Since we observed a disturbed adipogenesis of 3T3-L1 cells when electroporated with siRNA 
within the differentiation process, we transfected the cells on day four after induction of 
adipogenesis with Accell siRNA from Dharmacon (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) 
for 48 hours according to the manufacturers protocol. Either Accell Repin1 siRNA (#E-
056056) smart pool or Accell non targeting siRNA (# D-005000) was used (5µM per well of a 
24-well plate). Experiments were conducted 96 hours after transfection, total RNA was 
isolated every 24 hours up to 8 days after transfection. 
In vitro 2-[
3
H] deoxyglucose uptake. Basal and insulin-stimulated glucose transport in 3T3-L1 
adipocytes were estimated by measuring the uptake of 2-deoxyglucose. Eight days after 
induction, siRNA electroporated or alternatively transfected 3T3-L1 adipocytes plated on 24 -
well culture dishes were serum starved over night. Cells were washed twice with Krebs-
Ringer Hepes buffer at 37°C (20 mmol/l HEPES, pH 7.4, 136 mmol/l NaCl, 4.7 mmol/l KCl, 
1.25 mmol/l MgSO4, 1.25 mmol/l CaCl2) containing 0.1 % BSA. The wash buffer was replaced 




insulin (Roche, Basel, Schweiz) at 37°C for 30 minutes. The assay was initiated by adding 2-
[3H]deoxy-D-glucose up to a final concentration of 0.5 µCi for 4 minutes at 37°C. The assay 
was terminated by adding 100 µM 2-Deoxyglucose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). After 
washing the cells with ice-cold PBS, adipocytes were detached from cell culture plates by 
using 0.1%SDS. Incorporated radioactivity was determined by scintillation counting and 




C-palmitic acid incorporation assay. Uptake of palmitic acid in 3T3-L1 adipocytes 
was estimated by measuring [1-14C] palmitic acid (Perkin Elmer, MA, USA). Fatty acid stock 
solution (8mM) was prepared by dissolving the sodium salt in BSA (3.3mM) solution. Eight 
days after induction of adipogenesis, siRNA electroporated or alternatively transfected 3T3-
L1 adipocytes (24-well culture dishes) were washed once with Krebs-Ringer Hepes buffer at 
37°C (20mmol/l HEPES, pH 7.4, 120mmol/l NaCl, 6.0mmol/l KCl, 1.2 mmol/l MgSO4, 1 mmol/l 
CaCl2 1.2mmol/l KH2PO4) containing 0.1% BSA and incubated for 2 hours at 37°C in DMEM-H 
Medium containing 1% BSA. After rewashing three times using Krebs-Ringer Hepes buffer 
containing 0.1% BSA, 1 ml of Krebs buffer (0.002 % BSA) was applied to each well and 
radioactive uptake was started by adding [1-14C]-palmitic acid up to a final concentration of 
0.5µCi for 5 minutes at 37°C. Some wells were treated with 5µM of the fatty acid solution 
only to measure background activity. The assay was terminated by washing the cells with ice 
cold Krebs-buffer and detaching adipocytes from cell culture plates with 0.1% SDS. 
Incorporated radioactivity was determined by scintillation counting and adjusted to protein 
concentration. 
Human adipose tissue histology. Adipose tissue samples were fixed at room temperature in 
4% formaldehyde and embedded in paraffin. Five-micrometer sections were mounted on 
glass slides, deparaffinized in xylol, and stained for Repin1 using anti-Repin1 polyclonal 
rabbit anti-human antibody (UNIcus, Karlsburg, Germany) with standard immunostaining 
methods.  
RNA isolation and quantitative real-time PCR analysis. RNA isolation and quantitative real-
time PCR was performed as previously described [7]. In brief Total RNA was isolated using 
Trizol (Life Technologies, Grand Island, NY, USA), and 1 µg RNA was reverse transcribed with 




the manufacturer´s instructions. From each RT-PCR, 1 µl was amplified in a 20 µl PCR 
reaction using Power Sybr Green Master Mix (ABI, Foster City, CA USA) according to the 
manufacturer’s protocol. Samples were incubated in the sequence detector for an initial 
denaturation at 95°C for 10 min, followed by 40 PCR cycles, each cycle consisting of 95°C for 
15 s, 60°C for 30 s and 72°C for 32 seconds. mRNA expression of key adipocyte genes were 
determined and primer sequences are listed in Table 1. Specific mRNA expression was 
calculated relative to 36B4, which was used as an internal control due to its resistance to 
glucose-dependent regulation [8]. Amplification of specific transcripts was confirmed by 
melting curve profiles at the end of each PCR. Expression levels were quantified using the 
standard curve method. All values are expressed as mean ± SEM if not indicated otherwise. 
Results from at least three experiments are shown. 
Determination of apoptotic rate. Apoptotic rate was determined using the In situ Cell Death 
Detection Kit (Roche, Basel, Schweiz) according to the manufacturer’s protocol.  
Immunofluorescence in 3T3-L1 adipocytes. Transfected differentiated adipocytes were 
cultured on coverslips for standard fluorescence immunohistology with antibodies against 
GLUT1 (ab15309, dilution: 1:100, Abcam, Cambridge, USA), GLUT4 (sc-7938, dilution: 1:50, 
Santa Cruz Biotechnology, California, USA) or Repin1 (UNIcus, Karlsburg, Germany). The 
fluorochrome conjugated secondary anti species antibodies, Green (FITC-derived) and red 




B Supplementary Figures 
 




 Supplementary Figure S1. Effect of Repin1 downregulation in 3T3-L1 adipocytes on mRNA expression 
of key adipogenesis and lipid droplet associated genes. Time courses during adipogenesis for the 
mRNA expression of (A) PPARγ, (B) C/EBPδ, and (C) SREBP1c after treatment with either Repin1 siRNA 
(----) or scrambled siRNA (—). Semiconfluent 3T3-L1 adipocytes were treated with scrambled or 
Repin1 siRNA 24 h after electroporation. Total RNA was isolated 12 hours, 1, 2, 4, 6 days and 8 days 
after electroporation and candidate gene expression was measured. (D–G) Eight days after 
electroporation, mRNA expression of the lipid droplet associated proteins (D) VAMP4, (E) SNAP 23, (F) 
Perilipin, and (G) Syntaxin 5 were measured by RT-PCR and normalized to the expression of 36B4 





C  Supplementary Tables 
Supplementary Table S1. Primer sequences used for real time PCR. 
 





PPARγ forw: TGCGGAAGCCCTTTGGTGAC 
rev: CTTGGCGAACAGCTGAGAGGAC 
236 
C/EBPα forw: GGGTGGAACAGCTGAGCCGTGAACT 
rev: ATCCAGCGACCCGAAACCATCCTCT 
171 
C/EBPδ forw: AGCCCACTCCACCCACTT 
rev: CGACAACTCCACCAGCTTC 
221 
Pref-1 forw: GTCCCACGTGCGCGAAGAAGC 
rev: CTGGGGTGGGGTGGGGTGAA 
425 
SREBP-1 forw: CCACATGGCGGGAGCACAC 
rev: GCCCAGCCGGATCTACACTATG 
480 
Repin1 forw: GCC TTC TGT TGT GCC ATC TGT 
rev: TCT CAG GCA TCG TGC TTC TTC 
83 
AKT forw: CTC CGA GGA TGC CAA GGA GA- 3'  
rev: 5' -GAGGTGACCTGGGGCTTGAA  
108 
PI3K forw: 5' CAGTCGGTTCCTGTCGCAGA' 
rev:5' GCCGGTCTCCAACTCCAAGA 
178 
IR 5' forw: CTGATGGCATGGCATACTTGAA 
5' - rev: CCAAGCTAGTGATTTCCCAAAGG 
267 
IRS1 forw: 5' CCAGCTCCACCCAGCTCCTA 





Glut1 forw: GGGCATGTGCTTCCAGTATGT 
rev: CCTTTGGTCTCAGGGACTTTGA 
117 
Glut4 forw: 5' CATGGCTGTCGCTGGTTTCTC 
rev: 5' -TTTGCCCCTCAGTCATTCTCATCT 
282 
CD36 forw: GGTGATGTTTGTTGCTTTTATGATTTC 
rev: TGTAGATCGGCTTTACCAAAGATG 
116 
FATP1 forw: TCTGCCCCAGGTGGATACC 
rev: AAGAAGAGCCTGTCTGAGGTCTGA 
99 
FATP4 forw: CAGGGACCTTCAAGTTCCAGAA 
rev: TAGCAGCCCTTCCGAGCAT 
103 
SNAP23 forw: AGAAGATCACAGAAAAGGCTGACA 
rev: AGCAGGGCTTTAACTATCAATGAGTT 
92 
VAMP4 forw: GTGGCGTGGATGCAAAATAA 
rev: TTTCAAGTGCAGGATGATCTGAGT 
91 
ADRP forw: GTTGAGCACATCGAGTCACGTACT 
rev: GGGCGTTGACCAGGACAGT 
91 
Syntaxin-5A forw: TCCAGGGACGTGGCTATTG 
rev: CCCGACTCTGGATGTAGGAATC 
91 
Perilipin forw: ACGTGGTAGACACTGTGGTACACTAT 
rev: AAGGGTTATCGATGTCTCGGAAT 
91 
Caveolin1 forw: AAGATGTGATTGCAGAACCAGAAG 
rev: AACCAATATTTTGTCACAGTGAAGGT 
91 






Supplementary Table S2. Relative mRNA expression levels of genes unaffected by Repin1 
suppression in scrambled and Repin1 siRNA transfected cells at different stages of adipogenesis  
Gene name Differentiation 
stage (day) 
Scrambled siRNA Repin1  
siRNA 
p-Value 
Insulin signaling     
Insulin receptor  4 1 ± 0.13 0.72 ± 0.18 0.09 
IRS I 4 1 ± 0.27 0.96 ± 0.29 0.86 
PI3K 4 1 ± 0.09 0.96 ± 0.14 0.69 
AKT 4 1 ± 0.11 1.16 ± 0.21 0.30 
IGF-1 receptor 4 1 ± 0.17 1.32 ± 0.43 0.29 
Lipid metabolism     
LPL 8 1 ± 0.28 1.36 ± 0.41 0.27 
FASN 8 1 ± 0.24 1.29 ± 0.26 0.22 
Adipogenesis genes     
PREF1    0.5 1 ± 0.49 0.98 ± 0.5 0.97 
C/EBPα 2 1 ± 0.17 1.03 ± 0.21 0.87 
C/EBPβ 4 1 ± 0.12 1.05 ± 0.11 0.59 
Fatty acid binding     
FATP1 6 1 ± 0.38 0.86 ± 0.21 0.57 
FATP4 6 1 ± 0.18 1.61 ± 0.9 0.23 
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